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日本血吸虫视黄酸 X受体 2 全长 cDNA
的克隆及初步分析
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［摘要］ 目的 克隆编码日本血吸虫视黄酸 X 受体 2（SjRXR2）蛋白的全长 cDNA，并对其进行初步研究。 方法 利用 cD⁃
NA 末端快速扩增技术（RACE）获得 SjRXR2 蛋白全长编码 cDNA。利用生物信息学技术，对基因结构进行初步分析。利用
实时荧光定量（Real⁃time）PCR 技术对该基因在日本血吸虫不同时期虫体中的转录情况进行分析。应用在线抗体表位预测
软件获得 SjRXR2 配体结合区抗原性较强的一个多肽序列，合成该多肽片段，并免疫小鼠制备抗血清。利用 Western blot 技
术分析该蛋白在日本血吸虫中的表达。 结果 采用 RACE 技术成功获得了 SjRXR2 蛋白全长编码 cDNA，总长度为 5 960
bp，其完整开放阅读框为 4 308 bp，编码 1 435 个氨基酸，预测分子量为 159 kDa。生物信息学分析表明该基因编码的蛋白
质序列具有核受体家族 2 的典型结构域特征，且与曼氏血吸虫 RXR2 有较高的相似性。Real⁃time PCR 分析表明，该基因在
21、42 d 龄日本血吸虫虫体内有较高的转录水平。Western blot 分析表明，小鼠 SjRXR2 多肽免疫血清可特异性识别日本血
吸虫虫体 150 kDa 蛋白。 结论 成功获得了编码 SjRXR2 蛋白的全长 cDNA，并制备了针对该蛋白的特异性多克隆抗体，为
进一步研究该蛋白的功能奠定了基础。
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［Abstract］ Objective To clone and preliminarily analyze the full⁃length cDNA encoding retinoid X receptor 2（RXR2）from
Schistosoma japonicum. Methods The rapid amplification cDNA ends（RACE）was applied to get a full⁃length cDNA encoding ret⁃
inoid X receptor 2 from S. japonicum（SjRXR2）. The transcription of SjRXR2 was detected by real⁃time PCR. By bioinformatical
technology，the gene structure was analyzed and the antibody epitope was predicted. The polyclonal antibodies were raised in mice
immunized with the synthesis peptide. Western blot was applied to detect its expression in the worm. Results The full⁃length cD⁃
NA of SjRXR2 was 5 960 bp and contained an open reading frame encoding a 1 435 amino acid which had a predicted molecular
weight 159 kDa. Bioinformatical analysis indicated that SjRXR2 had a highly conserved DNA binding domain（DBD）and a moder⁃
ate conserved ligand binding domain（LBD）. The relative mRNA（s）of SjRXR2 with higher expressions at Day 21 and 42 were
evaluated in five different S. japonicum developmental stages. The Western blot analysis showed that polyclonal antibodies were
able to specifically recognize the protein with molecular around 150 kDa from the extract of S. japonicum. Conclusion A full⁃
length cDNA encoding retinoid X receptor 2（RXR2）from S. japonicum is obtained which provides preliminary information for fur⁃
ther investigation of SjRXR2 functions in S. japonicum.
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域：一个 N 端 A/B 区，一个高度保守的 DNA 结合区
（DBD），一个铰链区（D 区）和一个 C 端配体结合区
（LBD）。作为一个重要的核受体成员，视黄酸 X 受体
（RXR）调控着很多细胞的增殖、分化和凋亡。在
1990 年第一个核受体 RXR 被发现后的 20 多年中，其
他物种的 RXR 也相继被报道［3］。寄生蠕虫核受体是
最早在曼氏血吸虫中被鉴定［4⁃5］。到目前为止，已有




PCR 和 cDNA 末端快速扩增技术（RACE）克隆到编码












感染日本血吸虫尾蚴，1 000～6 000 条，在感染后第
7、13、21、35 d 和 42 d 剖杀，以肝门静脉灌注法收集虫
体 ，液氮冻存备用。
2 主要试剂
Trizol 购自 Invitrogen 公司；SMARTerTM RACE cD⁃
NA 扩增试剂盒（Clontech）、Prime ScriptTM RT reagent
Kit、Ex Taq 和 LA Taq、SYBR Premix Ex TaqTM酶均购自
大连宝生物工程有限公司；Spin Column DNA Gel Ex⁃











成 RACE 引 物（由 Invitrogen 生 物 技 术 有 限 公 司 合
成）。PCR 上游引物 P1：5′⁃TCCGCTACAGTCCTATCA
⁃3′；下游引物 P2：5′⁃ATCACTTAACCACCTTTT⁃3′；5′
RACE 的 巢 式 引 物 5GPS1：5′ ⁃TTGCACGGTCTGAA⁃
CATATTGAACAC⁃3′；5GPS2：5′⁃GTCCTGACGGTCG⁃
TAGTAAACAACAT⁃3′；3′ RACE 的巢式引物 3GPS1：
5′ ⁃ ACTTCCAGCAGTTATTCCACCG ⁃ 3′ ，3GPS2：5′ ⁃
GACGTAAACGGTGGTTAAGTGA ⁃3′。 按 Trizol 试 剂
盒说明书提取 21 d 日本血吸虫虫体总 RNA 并纯化，
据 SMARTTM RACE cDNA 扩增试剂盒的说明合成 3′
RACE 和 5′ RACE 的 cDNA 模板。使用上述引物并按
该试剂盒操作手册进行 PCR 扩增。把 PCR 产物克隆
到 pMD19T 载体中，通过菌液 PCR 鉴定阳性克隆，并
送到 Invitrogen 生物技术有限公司测序。利用 DNA⁃
Star 软件查找 5′和 3′与原序列的重叠部分，然后将 3
段序列拼接。
4 基因结构分析


















AF094759； SmRXR2， Schistosoma mansoni，
AAD33428.2 和 SjRXR2， Schistosoma japonicum，
JX111996，利用MEGA4软件构建系统进化树。
6 Real⁃time PCR 分析 SjRXR2 在虫体不同发育时
期的表达
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分别提取日本血吸虫 7、13、21、35 d 及 42 d 虫体
总 RNA，分光光度计法定量，用 Prime ScriptTM RT re⁃
agent Kit 反转录获得日本血吸虫 cDNA。以日本血吸
虫 NADH⁃ubiquinone reductase 为内参，以不同期别的
日本血吸虫 cDNA 为模板，用 SYBR Premix Ex TaqTM进
行实时荧光定量 Real⁃time PCR 分析。SjRXR2 上游
引物：5′⁃AGTTATCTGGTCGTCAAA⁃3′；下游引物：5′⁃
AGAAGTATCCGTAATGGG ⁃3′，预 期 扩 增 片 段 长 度
208 bp。 内 参 上 游 引 物 ：5′ ⁃CGAGGACCTAACAG⁃
CAGAGG ⁃ 3′ ；下 游 引 物 ；5′ ⁃ TCCGAACGAACT TT⁃
GAATCC⁃3′，预期扩增片段长度 174 bp，上述引物均
由 Invitrogen 公司合成。每个反应均做 3 个复孔，使用
2 -� � CT方法计算试验数据。
7 SjRXR2蛋白多肽的合成及多克隆抗体的制备
利 用 在 线 抗 体 表 位 预 测 软 件（http：//tools.im⁃






以 RIPA 裂解液抽提 21 d 虫体总蛋白，进行 SDS⁃
PAGE 电泳，然后经 280 mA 恒流电泳 2 h，转移到硝酸
纤维膜上。用封闭液（5%脱脂奶粉/PBST）4 ℃封闭过
夜，以 PBST 洗膜后，按 1∶ 100 的比例加入上述方法制
备的多抗血清，37 ℃孵育 2 h，洗膜 3 次，每次 10 min，
再以 1∶ 2 500 的比例加入 HRP 标记的山羊抗小鼠




利用引物 P1 和 P2 扩增得到一特异性条带（图
1C），大小为 972 bp，与推测的 mRNA 序列匹配。利用
该扩增序列设计 RACE 引物，进行 3′和 5′RACE 扩
增。5′RACE 第 2 轮 PCR 扩增获得一特异性条带，将
其克隆到 pMD19 T 载体中，序列测定表明为 2 838 bp





编码 cDNA 包含了完整 ORF，可 编 码 1 435 个氨基
酸，预测其编码的蛋白分子量为 159 kDa。保守功能
结构域分析显示，该蛋白含 DBD 和 LBD 2 个功能域及
2 个锌指基序（图 2），推测为日本血吸虫 SjRXR2 蛋
白。多重序列比较表明，日本血吸虫 SjRXR2 与曼氏
血吸虫 SmRXR2 蛋白具有 61%的相似性（图 3）。系统
进化树分析表明，该蛋白与曼氏血吸虫视黄酸受体 X
具有较高的相似性（图4）。
M DNA 标志物（100～2 000 bp）；A 5′ RACE 扩增产物；B 3′
RACE扩增产物；C 引物 P1 和 P2 PCR扩增产物
M DNA Marker；A PCR product of 5′RACE；B PCR product of 3′
RACE；C PCR product by primers P1 and P2；
图1 PCR结果分析
Fig. 1 PCR product analysis
A 日本血吸虫 SjRXR2 蛋白结构域；B SjRXR2 DNA 结合结构
域的两个锌指基序




Fig. 2 Analysis of SjRXR2 domains and two zinc⁃finger
modules of DNA binding domain
图3 SjRXR2与SjRXR1、曼氏血吸虫SmRXR 1、SmRXR2
的多重序列比较
Fig. 3 Multiple sequence alignment of SjRXR2，SjRXR1
and S. mansoni SmRXR1，SmRXR2
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的转录水平，分别提取 7、13、21、35、42 d 虫体的总





SjRXR2 基 因 结 构 分 析 表 明 ，2 个 支 架
（SJC_S000912、SJC_S000005）涵盖了 5′⁃UTR、完全的
ORF 和部分 3′⁃UTR。SjRXR2 包含至少 10 个大小分
别为 173、607、1 151、624、168、519、107、475、625 bp
和1 157 bp的外显子和9个内含子（图6）。
5 Western blot分析
以多肽免疫血清为一抗，利用 Western blot 技术
分析血吸虫虫体蛋白抽提物，结果表明，在约 150 kDa













体家族 1～6（NR1～6）［4］。NR2 的首个 RXR 家族成员
在 1990 年被鉴定出来，之后的 20 多年时间里，很多物
种的其他核受体也陆续被发现［3］。秀丽线虫有多达
284 个核受体基因，但均不属于 NR2 家族［15］，而犬恶
丝虫（Dirofilaria immitis）和马来丝虫（Brugia malayi）
图4 SjRXR2系统进化树
Fig. 4 Phylogenetic tree of SjRXR2 proteins
图5 SjRXR2基因在日本血吸虫不同期别虫体中的转录水
平
Fig 5 Transcript profiles of SjRXR2 in differential
development stages of S. japonicum
图6 SjRXR2基因结构分析
Fig. 6 Gene structure of SjRXR2
A 多肽与 KLH 偶联免疫 BALB/c 小鼠制备多克隆抗体；B KLH
免疫 BALB/c 小鼠制备多克隆抗体；1 21 d 虫体蛋白裂解物；M
蛋白标志物（34～170 kDa）
A Polyclonal antibodies were raised in mice immunized with the
synthesis peptide；B Polyclonal antibodies were raised in mice im⁃
munized with KLH only；1 Protein extracted from 21 d schisto⁃
somes；M Protein Marker
图7 Western blot结果图
Fig. 7 Western blot analysis
·· 443















母（Tripedalia cystophora）中却鉴定出 RXR 蛋白［20］。
代表了进化中最原始的核受体家族成员之一、属于
NR2 的曼氏血吸虫 RXR 也已经被鉴定［6⁃8］。本文采用
RACE 技术获得了日本血吸虫生命活动的一种重要
核受体——SjRXR2 蛋白全长编码 cDNA，长度为 5




time PCR 分析表明该基因在 21、42 d 龄中有较高的转
录水平。Western blot 分析表明，利用多肽免疫小鼠
获得的特异多克隆抗体与日本血吸虫虫体蛋白在分
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